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雄性 Wister ラット（8 週齢）を用い、動物実験用止血クリップ（3.0mm 幅，加圧力 















CCI：chronic constriction injury 
SNL：spinal nerve ligation 
PSL：partial sciatic nerve ligation 
SNRI：serotonin noradrenalin reuptake inhibitor 
DRG：dorsal root ganglia 
ES 細胞 : embryonic stem cells 
iPS 細胞：induced pluripotent stem cells 
Muse 細胞：Multi-lineage differentiating Stress Enduring cells 
SFI：Sciatic Functional Index 
PBS：Phosphate buffer salt 
Iba1：ionized calcium-binding adapter molecule 1 
ATF3：Activating transcription factor 3  






































stem cells: ES 細胞)に加え、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells: iPS








モデル（chronic constriction injury, CCI）15)、脊髄神経結紮（spinal nerve ligation, 




しいといった欠点がある。SNL モデルは坐骨神経を構成する第 5 および 6 腰部脊髄
神経（L5 および L6）を結紮することで作成するもので、顕微鏡下の手術が必要にな












































2016 医動-313-1）。雄性 Wister ラット（8 週齢）を用いた。7 日間以上の馴化期間を
経て実験を行った。飼育環境は室温を 23 ± 3 ℃、12 時間明暗サイクルに保たれた
環境下で、飼料及び水は自由に摂取させた。 
 
Ⅴ.1.1  モデル作成方法 
 5%イソフルランで全身麻酔を導入し、就眠後は 1.5%で麻酔を維持した。右側臥位
とし左大腿骨周囲の体毛を除毛し 70%エタノールで消毒した。皮膚を約 3 cm 切開し、
大腿直筋と大腿二頭筋の間を剥離して、左坐骨神経を露出した。大腿骨中央部で腓腹
神経が分岐するすぐ頭側で、動物実験用止血クリップ（3.0 mm 幅、加圧力 60 g/mm2、
夏目製作所、東京）を用いて、神経を短軸方向に一定時間クランプした（図 2. A）。
クリップを除去した後（図 2. B）、筋膜及び皮膚を縫合閉鎖した（クリップ群）。手術
部位の神経および筋肉のシェーマを示す（図 2. C）。予備実験として 1 分、5 分、10
分間それぞれクランプしたラットを後述の von Frey 試験で評価した。その結果から、
以後の実験では 10 分間クランプしたラットを用いて評価を行った。同様に坐骨神経








まで馴化させた。網の下から von Frey フィラメント（タックタイルテスト・エステ
シオ 実験動物用、室町機械、東京）を軽く曲がる程度の力で押し当て、左後肢の足底
中央部を刺激し、後肢を引き上げる動作を確認した。0.4、0.6、1、2、4、6、8、およ




Hargreaves 試験 25) （IITC390 Planter Test Analgesia Meter、ニューロサイエン
ス、東京）で熱性痛覚過敏の評価を行った。評価の前にラットをガラス板の上におい
たアクリル製の透明な Hargreaves 試験用ケージの中に位置させ、20 分間以上馴化
させた。ガラス板の下から光線を左後肢の足底中央部に照射し、後肢を引き上げるま
での潜時を測定した。光の強度（active intensity）を 30 と設定した。潜時は３回測
定し、各測定は５分以上の間隔を空けて行った。組織損傷を避けるため、照射時間の
カットオフ値を 20 秒に設定した。 
von Frey 試験および Hargreaves 試験は手術前、手術後 1、2、4、7、14、21、お
よび 28 日目に行った。クリップ群、偽手術群とも 6 匹ずつ評価した。 
 
Ⅴ.1.2.3  坐骨神経機能指数（Sciatic Functional Index：SFI） 
 坐骨神経の運動機能を評価する方法として SFI 26, 27)を用いた。ラットの両後肢に
均一に黒の塗料を塗布し、トンネルにおいた紙の上を歩かせてその足跡から、４ヶ所
の距離を計測した。（1）踵から爪先（PL）、（2）第１肢と第５肢の爪先（TS）、（3）
第 2 肢と第４肢の爪先（ITS）の間の距離、を計測し、以下の計算式を用いて SFI を
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算出した（e = 手術側，n = 健常側）。クリップ群 6 匹、偽手術群 4 匹を評価した。 
 









た。各薬剤に 6 匹ずつラット用いた。モデルを作成し手術後 14 日目に覚醒状態で各
薬物を腹腔内投与し、投与前と投与 30 分後に von Frey 試験および Hargreaves 試験
による行動評価を行い効果判定した。それぞれの薬物の投与量は単回投与で行った過
去の報告を参考とし設定した 28-30)。ガバペンチン、デュロキセチンはそれぞれ生理食
塩水に 10 mg/mL および 1 mg/mL の濃度、ジクロフェナクは蒸留水で 10 mg/mL の
濃度となるように希釈し、50 mg/kg, 10 mg/kg, 10mg/kg の投与量とした。クリップ
群、偽手術群とも 6 匹ずつ評価した。 
 
Ⅴ.2. 免疫組織学的検討 




ヒド / 0.1 M リン酸緩衝液で灌流固定を行った。L5 レベルの脊髄、DRG および坐骨
神経を摘出した。4 ℃で 24 時間固定した後に、15%、20％、25％スクロース / 0.02M 
リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered salts：PBS）溶液を順次用いて置換し
た。それぞれ OCT コンパウンド（サクラファインテックジャパン株式会社、東京）
に包埋後、クライオスタットで 10μm に薄切した。 
 非特異的反応の除去のために 30 分間牛血清アルブミンと反応させた後、後述する
一次抗体と 12 時間以上反応させた。 
 使用した一次抗体は以下の通りである。脊髄の切片は、マイクログリアのマーカー
である Ionized calcium-binding adapter molecule 1（Iba1）抗体（019-19741 富士
フィルム和光純薬）を 500 倍希釈、後根神経節は神経障害に伴い発現する転写因子
Activating transcription factor 3（ATF3, HPA001562, Atlas Antibodies）を 200 倍
希釈で反応させ、坐骨神経は軸索を Neurofilament（AB1987，Merc Millipore）を 
200 倍希釈、ミエリンを anti-Myelin Basic Protein Antibody（MBP, #SMI-99P, Bio 
Legend）を 500 倍希釈で反応させ二重染色した。一次抗体は 4 ℃で 24 時間反応さ
せた。2 次抗体は Alexa 488 標識ヒツジ抗マウス IgG（1:500）または Alexa 568 標
識ヒツジ抗ウサギ IgG（1:500）を用いて室温、遮光下で 60 分間反応させた。核は
DAPI で染色し、標本の観察には共焦点レーザー顕微鏡システム C2si（ニコン株式会
社、東京）を使用し、全て 20 倍の対物レンズで観察した。 
 脊髄の切片では、クリップ側と健常側とで脊髄後角における Iba1 陽性面積率を計
測しマイクログリアの活性化の程度を比較した。脊髄後角のうち侵害受容線維の入力
する第Ⅰ〜Ⅳ層を白質と灰白質の境界を内側、外側および背側の境界として、腹側は




と核内に ATF3 が陽性である細胞数の比率を計測し比較した。クリップ群 3 匹、偽手




全ての数値データは平均値 ± 標準誤差で表記した。2 群間の検定は Welch’s t-test











 予備実験では、1、5、10 分間クランプしたラットを作成した（各群 n=4）。術後 7
日目、14 日目の von Frey 試験でそれぞれ 7 日目（5.56、1.94、1.05)、14 日目（4.2、
2.48、1.37）と閾値が低下した。14 日目の閾値は 10 分群で最も低かったため、以後
の実験では 10 分間クランプする条件で実験を行った。10 分間の神経圧迫を行ったク
リップ群では全てのラットで機械的アロディニアおよび熱性痛覚過敏を示した。von 
Frey 試験ではクリップ群は偽手術群と比較して、手術後 1 日目から機械的アロディ
ニアを示し、 21 日目まで持続した。低下した逃避閾値は 28 日目には前値まで回復




































より発現が誘導される転写因子 ATF3 に注目した。神経障害性痛において DRG で産
生されるコロニー刺激因子が脊髄後角へ輸送されマイクログリアの活性化を引き起
こす際に、ATF3 の関与が示唆されている 33)。また小畑らの報告では DRG における
細胞体の ATF3 陽性細胞率が、CCI モデルでの疼痛関連行動の発生に相関すると報告
されている 34)。 
DRG の免疫染色では、クリップ側で神経細胞体の核内で ATF3 が発現していた（図
８. A）。ATF3 陽性細胞率はクリップ群で有意に上昇していた（図８. B）。（クリップ
群：偽手術群 = 10.4 ± 1.6：0.2 ± 0.1、p < 0.001） 























理的障害を与えるモデルとして CCI、SNL そして PSL が挙げられる。疾患特異的な
モデルとしては有痛性糖尿病性ニューロパシーモデル 37)や抗腫瘍薬による疼痛モデ
ルがある 38)。 
 CCI モデルは Bennet と Xie が 1988 年に報告したモデルで、これまで非常に多く
の神経障害性痛の研究に用いられている 14)。大腿中央部の坐骨神経をクロム処理した




 SNL モデルは Kim と Chung により 1992 年に報告された。坐骨神経を構成する
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 PSL モデルは Seltzer らが 1990 年により報告された 16)モデルである。ラット大腿
上部の坐骨神経の 1/2〜1/3 の位置を 8-0 絹糸できつく結紮し作成する。坐骨神経の
結紮部位は CCI モデルよりも中枢側で行う。作成手技は容易であるが、神経の 1/2〜
1/3 を結紮するということから個体ごとに結紮部位と程度が異なり、結果のばらつき
の原因となる。CCI、PSL、SNL モデルのいずれもがラットだけでなくマウスにも応














ではおよそ 10 分間の圧迫を種々の力で神経に与え、術後 7 日目にアロディニアを誘
導する閾値は 38.16 mN と報告されている。我々のモデルは 60 gf（≒ 588.4 mN）
のクリップを用いた圧迫を行った。クリップモデルでは機械的アロディニアは手術後
2 日目から出現し、術後 21 日目まで持続した。Raymond らの報告より強い力（60 
gf）での圧迫による可能性がある。われわれはさらに熱性痛覚過敏も評価し、術後 1、



























Sunderland の分類法が用いられる 42, 43)。クリップモデルではミエリンの構造が保た
れていること、運動・感覚機能ともに自然に機能回復が得られることから Seddon 分
類の軸索断裂、Sunderland 分類のⅡ度の障害を来たしていると考えられた。 
 次に神経障害の程度を明らかにするため DRG における ATF3 の発現を評価し
た。ATF3 は神経障害、とくに軸索断裂や脱髄が生じた際にその細胞体の核内で発現
が増加する転写因子である。ATF3 を発現する細胞体の数は、障害を受けた神経線維
の数に比例して増加すると考えられる。Obata 34)らは CCI モデルで DRG における
ATF3 の発現について詳細に検討している。CCI モデルでは ATF3 陽性細胞率は 9.3
〜39.0 %であり、さらに陽性細胞の比率によって疼痛関連行動の出現に違いがあると





















ガバペンチン、SNRI であるデュロキセチンおよび三環系抗うつ薬である 7)。 
 プレガバリンは電位依存性 Ca2+チャネルの補助的部位であるα2δサブユニットに
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 von Frey フィラメントによる機械刺激への反応は、手術後 2 日目から有意に閾値
が低下し、21 日目まで持続し機械的アロディニアを呈することが確認された。この
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図 7. 障害部位の軸索および髄鞘の変化 
手術７日後における坐骨神経の観察では健常側（A,C,E,G）と比較し、障害側（B, 
D,F,H）では MBP 陽性である髄鞘の構造は一部残存していたものの（G,H）
neurofilament 陽性の軸索構造は大幅に減少していた（E,F）。 （縮尺線: A は 200μ












図 9. 脊髄後角におけるマイクログリアの増生 
脊髄後角（点線部）では、非手術側と比較して手術側では Iba1 の発現が上昇し
（A）、Iba1 陽性面積率は増加（B）すなわちマイクログリア数が増加していた。（ク
リップ側：非手術側 = 4.4 ± 0.8：2.3 ± 0.5, p < 0.05） 
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